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Patients undergoing cardiac surgery with cardiopulmonary bypass are susceptible to 
disturbances in hemostasis. Blood loss is one of the most encountered consequences, 
despite of preoperative evaluation by medical history and routine laboratory coagula-
tion testing. Other clinical consequences of the resulting coagulopathy are mediastinal 
re-exploration, postoperative stroke due to hypercoagulability and increased mortality. 
Furthermore, intensive care stay is prolonged and hospital costs are increased  
 Disturbed hemostasis can be attributed to an abnormal thrombin generation (TG), 
platelet dysfunction and excessive fibrinolysis. Hemodilution causes reduction in the 
plasma concentration of coagulation factors and platelet counts to decrease to about 
50% of preoperative levels. Consumption is caused by tissue injury, contact activation 
with the artificial surfaces of the extracorporeal circuit and the transfusion of shed 
pericardial blood. Systemic anticoagulation with high doses of unfractionated heparin 
can disturb the hemostatic system even further.  
 The primary anticoagulant action of heparin appears to result from its binding 
with antithrombin (AT). Measuring this anticoagulant effect of heparin is complicated 
because it depends on many variables which determine the patients sensitivity to 
heparin, such as: 1) the availability of AT, 2) the anticoagulation effect of tissue factor 
pathway inhibitor (TFPI) released by heparin, 3) the binding of heparin to proteins in 
the bloodstream, 4) the binding of heparin to endothelium, and 5) platelets which are 
heparin neutralizing themselves but neutralize heparin also by the release of platelet 
factor 4 (PF4).  
 All of these aspects are causing defects in the coagulation system, and therefore, 
it is, challenging to monitor the hemostatic capacity of a cardiac surgical patient in a 
proper way. At the moment equipment to monitor hemostasis and anticoagulation 
adequately is lacking. Heparinization is currently monitored by either measuring hepa-
rin concentration, or by measuring its effect on clotting times. Between the different 
heparin concentration tests there is a lack of agreement, and monitoring heparin con-
centration has not uniformly been associated with blood loss. The most frequently 
used test based on clotting time, the activated partial thromboplastin time (aPTT), is 
not suitable during CPB to guide heparin concentrations > 1 IU/mL. Therefore, prolon-
gation of coagulation during cardiac surgery is measured by the so-called activated 
clotting time (ACT). The endpoint of this whole blood test is formation of fibrin. How-
ever, it is surprising that there is no relation between the primary cofactor (AT) of 
heparin and the ACT.  
 In Chapter 3 the relationship between AT and heparin sensitivity index (HSI) is 
determined. The results of this observational study indicated that decreased heparin 
responsiveness, measured by ACT, was not associated with subnormal AT activity. This 
suggests that heparin monitoring by ACT assay seems to be unreliable. This can be 
explained by the fact that the ACT assay only reflects the initiation phase of coagula-
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tion and not the total course of the coagulation cascade. The test will end after only 
5% of the total amount of thrombin is generated, whereas 95% of the hemostatic ca-
pacity is not assessed. Furthermore, it is demonstrated in this chapter that high plate-
let counts are associated with decreased heparin responsiveness, explained by the 
neutralizing effect of thrombocytes. The concentration of heparin required to inhibit or 
delay coagulation is directly related to the number of thrombocytes. From this study it 
can be concluded that a failure to achieve an adequate ACT usually is not an indicator 
of AT deficiency, but could be affected by high platelet counts.  
 The ACT is also influenced by the technical performance of the type of ACT device. 
ACT analyzers differ by activators, detection systems, and use different sample vol-
umes. Consequently, the ACT values measured by different systems are not compara-
ble. This is also confirmed in Chapter 4, in which the GEM PCL (Instrumentation Labor-
atory), the Hemochron 801 (International Technidyne Corporation) and the ACT II 
Automated Coagulation Timer (Medtronic) are compared. Although the reproducibility 
of analyzers seems to be good, a clear agreement between analyzers is lacking. It is 
therefore advisable to evaluate the performance of a new ACT device in every specific 
clinic in accordance with the local anticoagulation protocols.  
 There is growing evidence suggesting that coagulation is increasingly activated 
with time during CPB, even with ACT-based protocols. This might lead to a progressive 
consumptive coagulopathy resulting in a prolonged ACT while heparin levels are de-
creased. This leads to an incorrect estimation of the anticoagulation status of the pa-
tient. Therefore, it would be desirable to have a superior test reflecting the anticoagu-
lation status and the total hemostatic capacity of the patient. Routine laboratory tests 
(like platelet count, fibrinogen and D-dimers) do not reflect the activity of both coagu-
lation- and anticoagulation proteins, and the interaction with thrombocytes. In addi-
tion, tests are often time consuming since these are measured in plasma, and results 
are not rapidly available, so they do not reflect the current state of the coagulation 
system. In Chapter 5 it is attempted to reveal the ultimate test reflecting all kinds of 
disturbances in coagulation related to CPB. The Calibrated Automated Thrombography 
(CAT) assay measuring the total amount of TG in time could be such a test. Besides this 
test, routine laboratory tests, the ACT and TFPI were also measured. Both ACT and CAT 
measurements demonstrated the anticoagulant effect of heparin before the start of 
CPB. Heparinized samples were neutralized with polybrene in order to investigate the 
underlying thrombin generating capacity. This demonstrated that TG capacity dimin-
ishes considerable following heparinization compared to baseline. This could be due to 
the anticoagulant effect of TFPI. However, during CPB, TG levels continued to increase. 
This procoagulant effect was well reflected by the CAT measurements. The ACT 
showed a prolongation after the start of CPB, which does not correspond to the pro-
coagulant effect of CPB and the decrease in AT. During CPB the ACT did not correlate 
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anymore with the level of heparinization measured by the anti-Xa assay. Plasma D-
dimers decreased after the start of CPB, which neither reflects the procoagulant effect 
of CPB. This study demonstrates that TG can be determined during CPB despite of the 
high heparinization level, and that CAT reflects better the hemostatic capacity of the 
patient than the routine tests. In addition, it was investigated in this study if measuring 
TG intraoperatively is predictive for blood loss postoperatively. The CAT assay demon-
strated to predict blood loss when performed intraoperatively, and especially in plate-
let-rich plasma.  
 In Chapter 6 the role of CAT and routine laboratory tests prior to CPB and after 
protamine administration in the prediction of blood loss postoperatively was investi-
gated. Preoperatively, platelet count was the only routine laboratory test predictive for 
blood loss. Postoperatively, both platelet count and plasma fibrinogen were predictive. 
On the contrary, measuring thrombin generating capacity was preoperatively as well 
as postoperatively predictive, and this predictive value was once more higher when TG 
was measured in platelet-rich plasma instead of measured in platelet-poor plasma.  
 Another test which could reflect the coagulation capacity peroperatively is the 
rotational thromboelastometry method (ROTEM, TEM International, Munich, Germa-
ny). This is a viscoelastic whole blood test determining the rate of fibrin polymerization 
as well as the overall clot strength. It should provide information about the contribu-
tion of both fibrinogen and platelet count to clot strength. In Chapter 7 it was investi-
gated how ROTEM and routine laboratory tests change after CPB. All variables are 
significantly changed from baseline directly postoperative as a consequence of CPB, 
but in different degrees. As a measure for the contribution of platelets, the ROTEM 
variable PLATEM was calculated. This variable did not show any difference compared 
to baseline, whereas platelet count did decrease significantly. The maximal clot 
strength in the FIBTEM test was strongly correlated to the plasma fibrinogen level. In 
addition, it was investigated whether both ROTEM as well as routine laboratory meas-
urements were related to blood loss postoperatively. Despite of being associated with 
higher blood loss when outside the reference range, the predictive value of plasma 
fibrinogen levels and several ROTEM values were only moderately high. ROTEM 
demonstrated higher predictive values compared to plasma fibrinogen, however, only 
APTEM clot formation time en APTEM alpha preoperatively were significantly more 
predictive for blood loss than fibrinogen. Although ROTEM does not give a complete 
reflection of the coagulation cascade, it would be clinically more useful than only 
plasma fibrinogen because this test has shorter turnaround times.  
 The predictive value of ROTEM for bleeding risk postoperatively seems to be lower 
than the predictive value of CAT measured in plasma. Determining thrombin genera-
tion peroperatively by CAT gives a good reflection of disturbances induced by CPB 
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surgery. Moreover, the development of the whole blood CAT assay is on its way, and 
the use of a point-of-care method is likely becoming feasible in the near future.  
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Patiënten die een hartoperatie ondergaan met cardiopulmonale bypass (CPB) zijn 
onderhevig aan verstoringen in de hemostase. Bloedverlies is een van de meest voor-
komende gevolgen, ondanks preoperatieve evaluatie middels medische anamnese en 
routine laboratorium stollingstesten. Andere klinische consequenties van de ontstane 
coagulopathie zijn rethoracotomie, postoperatieve beroerte door hypercoagulabliteit 
en verhoogde mortaliteit. Daarnaast bestaat een verlengde opname op de intensive 
care en toegenomen zorgkosten.  
 Verstoorde hemostase kan worden toegeschreven aan abnormale trombine gene-
ratie (TG), plaatjes dysfunctie en excessieve fibrinolyse. Hemodilutie veroorzaakt een 
reductie in de plasma concentratie van stollingsfactoren en bloedplaatjes tot ongeveer 
50%. Consumptie wordt veroorzaakt door weefselschade, contact activatie met de 
artificiële oppervlakten van het extracorporale circuit en de transfusie van pericard 
bloed. Antistolling met hoge doseringen ongefractioneerde heparine kan resulteren in 
verdere verstoring van de hemostase.  
 Primair wordt het antistollingseffect van heparine bewerkstelligd door binding 
met antitrombine (AT). Het meten van dit antistollingseffect is echter gecompliceerd 
omdat het afhankelijk is van veel variabelen die de heparine sensitiviteit van een pati-
ent bepalen, zoals: 1) de beschikbaarheid van AT, 2) het antistollingseffect van tissue 
factor pathway inhibitor (TFPI) vrijgemaakt door heparine, 3) de binding van heparine 
aan eiwitten in de bloedstroom, 4) de binding van heparine aan het endotheel, en 5) 
bloedplaatjes die zelf heparine neutraliseren maar ook middels het vrijmaken van 
plaatjes factor 4 (PF4) heparine neutraliseren.  
 Door al deze verstorende aspecten, is het controleren van de hemostatische capa-
citeit van de cardio chirurgische patiënt een uitdaging. Momenteel beschikken we niet 
over apparatuur die de hemostase en antistolling adequaat kunnen monitoren. Hepa-
rinisatie wordt bepaald middels het meten van de heparine concentratie, of door het 
meten van het effect van heparine middels stollingstijden. De verschillende testen om 
heparine concentratie te meten laten echter weinig overeenstemming zien, en het 
monitoren van heparine concentratie wordt ook niet uniform geassocieerd met bloed-
verlies. De meest gebruikelijke test gebaseerd op stollingstijd, de activated partial 
thromboplastin time (aPTT), is niet geschikt tijdens CPB gezien de heparine concentra-
ties > 1 IE/mL. Daarom wordt tijdens cardiochirurgie de verlenging van stolling ’point-
of-care’ gemeten middels de zogenaamde activated clotting time (ACT). Het eindpunt 
van deze volbloed test is fibrine vorming. Eigenaardig genoeg is er geen verband tus-
sen de belangrijkste cofactor (AT) van heparine en de ACT.  
 In hoofdstuk 3 wordt de relatie tussen AT en de heparine sensitiviteit index (HSI) 
bepaald. De resultaten van deze observationele studie duiden aan dat een verlaagde 
heparine respons, gemeten door de ACT, niet geassocieerd is met een verlaagd AT 
niveau. Dit suggereert dat heparine monitoring middels ACT onbetrouwbaar is. Dit kan 
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verklaard worden doordat de ACT assay slechts de initiatie fase reflecteert en niet de 
volledige stollingscascade. De test stopt als slechts 5% van de totale hoeveelheid 
trombine is gevormd, waardoor 95% van de hemostatische capaciteit onbeoordeeld 
blijft. Verder wordt in dit hoofdstuk aangetoond dat een hoog trombocytenaantal wel 
wordt geassocieerd met een verlaagde heparine respons door het meest voor de hand 
liggende neutraliserend effect van trombocyten. De heparine concentratie die nodig is 
om de stolling te remmen is direct gerelateerd aan het aantal trombocyten. Uit deze 
studie kan geconcludeerd worden dat het niet bereiken van een voldoende hoge ACT 
geen indicator is van AT deficiëntie, maar beïnvloed kan zijn door een hoog trombocy-
tenaantal.  
 De ACT wordt ook beïnvloed door de technische prestatie van het type ACT appa-
raat. ACT apparaten gebruiken verschillende activatoren, monster volumes en detec-
tiesystemen. Als gevolg hiervan zijn ACT waarden, gemeten met verschillende appara-
tuur, niet onderling vergelijkbaar. Dit wordt ook bevestigd in hoofdstuk 4, waarin de 
GEM PCL (Instrumentation Laboratory), de Hemochron 801 (International Technidyne 
Corporation) en de ACT II Automated Coagulation Timer (Medtronic) met elkaar verge-
leken worden. Hoewel de reproduceerbaarheid van verschillende apparaten goed is, is 
er geen overeenstemming tussen de apparaten. Daarom kan geadviseerd worden om 
de prestatie van een nieuw ACT apparaat in ieder specifieke kliniek te evalueren in 
overeenstemming met de lokale antistollingsprotocollen.  
 Er is toenemend bewijs dat bloedstolling steeds verder wordt geactiveerd tijdens 
CPB, ondanks het hanteren van ACT protocollen. Dit leidt tot een consumptie coa-
gulopathie resulterend in verlengde ACT waarden, terwijl heparine niveaus dalen. 
Hierdoor wordt er een verkeerd beeld verkregen van de antistollingsstatus van de 
patiënt. Het is daarom wenselijk om een betere test te hebben die de antistollingssta-
tus en de volledige hemostatische capaciteit van de patiënt in kaart brengt. Routine 
laboratoriumtesten (zoals trombocyten aantal, fibrinogeen en D-dimeren) reflecteren 
niet de activiteit van zowel de stollings- als antistollingsfactoren, en de interactie met 
trombocyten. Daarnaast is de tijdsduur van deze testen vaak langer omdat ze in plas-
ma gemeten worden en zijn de resultaten niet snel beschikbaar, waardoor ze niet de 
actuele toestand van het stollingssysteem weergeven. In hoofdstuk 5 wordt een po-
ging gedaan om de ultieme test die alle stolling gerelateerde veranderingen voor, tij-
dens, en na CPB kan weergeven, aan het licht te brengen. De Calibrated Automated 
Thrombography (CAT) assay meet de totale hoeveelheid trombine generatie (TG) in de 
tijd en zou kunnen volstaan. Naast deze test worden ook de routine laboratorium tes-
ten, de ACT en TFPI gemeten. Zowel de ACT als de CAT gaven een goede weerspiege-
ling van de heparinisatie voorafgaande aan CPB. Om de onderliggende TG capaciteit te 
onderzoeken, werden gehepariniseerde samples geneutraliseerd met polybrene, wat 
een significante daling liet zien in de TG capaciteit direct na heparinisatie vergeleken 
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met baseline. Dit zou verklaard kunnen worden door het antistollende effect van TFPI. 
Echter, gedurende CPB namen TG niveaus opnieuw toe. Dit procoagulant effect werd 
goed weerspiegeld door de CAT metingen. De ACT liet na de start van CPB een verlen-
ging zien, dat niet overeenkomt met het procoagulant effect van CPB en de daling in 
AT. Tijdens CPB, correleerde de ACT ook niet meer met het niveau van heparinisatie 
gemeten met de anti-Xa assay. Plasma D-dimeren lieten een daling zien na de start van 
CPB, welke eveneens niet het procoagulant effect van CPB weerspiegeld. Deze studie 
laat zien dat het mogelijk is om TG te bepalen tijdens CPB ondanks het hoge hepari-
nisatie niveau, en dat het de hemostatische capaciteit met behulp van CAT beter wordt 
weergegeven dan met conventionele testen. Tevens werd in deze studie onderzocht of 
het meten van TG intraoperatief voorspellend is voor bloedverlies postoperatief. De 
CAT toonde aan het bloedverlies te kunnen voorspellen als het intraoperatief bepaald 
wordt en met name in plaatjes-rijk plasma.  
 In hoofdstuk 6 werd daarom de rol van CAT en routine laboratorium testen voor-
afgaande aan CPB en na protamine toediening onderzocht in de voorspelling van 
bloedverlies postoperatief. Preoperatief was het aantal trombocyten de enige stan-
daard bepaling die voorspellend was voor bloedverlies. Postoperatief waren zowel het 
trombocytenaantal als het plasma fibrinogeen voorspellend. Het meten van de trom-
bine generatie capaciteit middels CAT was daarentegen zowel pre- én postoperatief 
voorspellend en deze voorspellende waarde was wederom hoger wanneer trombine 
generatie werd bepaald in plaatjes-rijk plasma dan in plaatjes-arm plasma. 
 Een andere test die de stollingscapaciteit peroperatief zou kunnen weergeven is 
de tromboelastometrie methode of ROTEM (TEM International, Munich, Germany). Dit 
is een viscoelastische volbloed test die de mate van fibrine polymerisatie en de sterkte 
van het stolsel bepaalt. Het geeft informatie over de bijdrage van zowel fibrinogeen als 
trombocyten aan het stolsel. In hoofdstuk 7 werd onderzocht hoe ROTEM en routine 
laboratorium testen veranderen na CPB. Alle variabelen veranderden direct postopera-
tief maar in verschillende mate. Als maat voor het trombocytenaantal werd de afgelei-
de PLATEM gebruikt. Deze liet echter geen verschillen zien ten opzichte van baseline, 
terwijl het trombocytenaantal wel sterk daalde. De maximale stolselsterkte in de 
FIBTEM test was sterk gecorreleerd met het plasma fibrinogeen niveau. Eveneens 
werd gekeken of zowel de ROTEM als de routine laboratorium variabelen gerelateerd 
zijn aan het bloedverlies postoperatief. Ondanks het feit dat plasma fibrinogeen en 
verschillende ROTEM waarden buiten het referentiekader, significant geassocieerd 
waren met bloedverlies, was de voorspellende waarde van deze variabelen slechts 
matig. ROTEM liet hogere voorspellende waarden zien dan plasma fibrinogeen, echter, 
alleen preoperatief APTEM clot formation time en APTEM alpha waren significant 
meer voorspellend voor het bloedverlies dan fibrinogeen. Hoewel ROTEM niet de vol-
ledige stollingscascade in beeld brengt, zou deze test toch klinisch van meer waarde 
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kunnen zijn dan alleen het plasma fibrinogeen. Dit omdat deze test in een korter tijds-
bestek resultaten geeft.  
 ROTEM lijkt, in vergelijking met de CAT, minder discriminerend vermogen te heb-
ben voor bloedverlies. Het bepalen van trombine generatie peroperatief middels CAT 
laat ‘overall’ een goede weerspiegeling zien van de hemostatische veranderingen bij 
de cardiochirugische patiënt. Daarenboven is de volbloed CAT assay in ontwikkeling, 
waardoor het gebruik van een volbloed point-of-care TG methode in de nabije toe-
komst voor de hand ligt. 
  
